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Abstract
　　The　kinetics　of　Photofrin　binding　to　erythrocytes　as　well　as　Photofrin－sensitized　photohemolysis　were
determined　in　an　attempt　to　characterize　the　rate－limiting　processes　involved　in　binding　and　lysis．　The
extent　of　Photofrin－sensitized　erythrocyte　lysis　is　at　a　fixed　time　after　exposure　to　light　is　a　function　of
the　preillumination　incubation　time．　The　increase　in％lysis　with　pre皿umination　time　is　characterized　by
kob、＝0．03　min．一1．　Using　14回目polyhematoporphyrin，　the　rate　of　Photofrin　binding　to　erythrocytes　was
determined　to　be　O．01－0．03　min．一1．　Fluorescence　measurement　of　Photofrin　binding　to　Egg－PC　unilamel－
lar　vesicles　yields　a　binding　rate　of　O．04　min．一i．　The　rate　of　removal　of　Photorin　from　the　erythrocyte
membrane　was　determined　to　be　O．2　min．一’．　Photofrin　readdition　to　erythrocytes　which　have　been　treated
to　remove　Photofrin　indicates　that　a　pool　of　membrane－associated　Photofrin　exists　which　is　not　as　easily
removed　as　the　bulk　of　membrane－bound　Photofrin．　These　two　Photofrin　pools　in　the　erythrocyte
membrane　interact　to　affect　lysis　pathways．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Introduction
　　Photofrin，　a　widely　utilized　photosensitizing　agent，　is　a　covalent　dimer　of　partially　esterified　hematopor－
phyrin．　The　interporphyrin　linkage　is　reported　to　consist　of　either　an　ether　or　ester　moiety．　This　structure，
a　covalent　monomer，　is　itself　able　to　engage　in　noncovalent　self－association　in　aqueous　environments．
Time－dependent　uptake　of　HpD　and　protoporphyrin　into　Egg－PC　vesicles　was　noted　by　Chaltelier，　et　aL　1）
and　later　observed　in　the　case　of　Photofrin　by　Kendrick，　et　al．2）．　We　report　here　an　extension　of　studies
of　the　time－dependence　of　Photofrin：membrane　binding　to　the　erythrocyte　system，　which　has　the
advantages　of　easy　detection　of　photolysis　and　relatively　simple　centrifugal　manipulation．　This　system　has
the　disadvantage　of　the　complexity　of　the　erythrocyte　membrane3）．　These　studies　suggest　that　aqueous
phase　porphyrin　self－association　is　a　primary　determinant　of　the　rate－limiting　binding　of　Photofrin　in
Received　April　15，　1995，　Accepted　April　25，　1995
Key　words：Erythrocyte，　Photolysis，　Phosphatidylcholine，　Partitioning．
（Adress　for　Correspondence：Hideki　Yamamoto　M．D．，　Department　of　Surgery　1，　Tokyo　Medical　College，　6－7－1
Nishishinjuku　Shinjuku－ku，　Tokyo　Japan　160．　TeL　03　（3342）　6111　ex　5071；Fax．　03　（3349）　0326）
（1）
Sept．，　1995 YAMAMoTO　et　al．：A　Kinetic　Study　of　Photofrin一　665　一
membrane　systems．　Time－dependent　partitioning　of　Photofrin　into　different　membrane　environments　or
time－dependent　conformational　isomerization　of　the　Photofrin　molecule　also　appears　to　play　a　part　in　the
overall　rate　of　lysis．
Experimental
　　Photofrin　was　obtained　from　Quadra－Logic　Technologies　（Vancouver，　BC）．　Lyophilized　Photofrin　was
dissolved　immediately　prior　to　use　in　PBS　（6．5　mM　phosphate，　O．15　M　NaCl，　pH　7．4）　to　a　known
concentration　near　2　×　10一‘　M，　and　subsequently　diluted　into　either　HEPES　buffer　（O．1　M　NaCl，　O．1　mM
EDTA，　10　mM　HEPES，　pH　7．0）　or　PBS　for　use　in　phospholipid　binding　or　erythrocyte　lysis　studies，
respectively．　Concentrations　of　Photofrin　stock　solutions　were　determined　spectrophotometrically．‘）　i‘C
polyhematoporphyrin　（3．8　Ci／mole）　was　obtained　from　Leeds　Radioporphyrins　（Leeds，　UK）．　This
material　exhibits　erythrocyte　photosensitizing　properties　identical　to　those　of　Photofrin．
　　Dimyristoylphosphatidylcholine（DMPC）and　egg　phosphatidylcholine（Egg－PC）were　obtained　from
Avanti　Polar　Lipids　（Birmingham，　AL）．　Tubes　containing　phospholipid　in　chloroform　or　chloroform：
methanol　（80：20）　were　dried　under　a　stream　of　nitrogen　and　further　dried　in　vacao　overnight　at　room
temperature．　Phospholipid　films　were　hydrated　at　30eC　and　extruded　through　a　O．1　micron　Nucleopore
membrane　employing　a　Lipex　Extruder　（Lipex　Biomembranes，　lnc．，　Vancouver，　BC）　equipped　with　a
thermostatted　barrel　assembly．
　　Human　erythrocytes　were　collected　into　sodium　citrate　and　then　washed　by　centrifugation　and
resuspension　in　PBS　three　times，　unless　otherwise　noted．
　　Fits　of　kinetic　results　to　one　exponential　or　the　sum　of　two　exponentials　was　accomplished　utilizing
either　RS／1　（BBN　Software，　Cambridge，　MA），Enzfitter　（Biosoft，　Ferguson，　MO），or　Origin　（MicroCal，
North　Hampton，　MA）．　Since　1009（o　lysis　represents　the　upper　limit　of　the　rbc　Lysis　detection　system，　only
the　first　98－100910　data　point　encountered　in　a　data　set　was　employed　in　associated　kinetic　fits．　Spectral
deconvolution　utilized　maximum　likelihood　methods　in　the　Square　Tools　program　（Spectrum　Square
Associates，　lnc．，　lthaca，　NY）．
Rate　of　Photofrin　binding　to　the　erythrocyte：
　　The　rate　of　binding　of　i‘C　polyhematoporphyrin　to　the　erythrocyte　was　estimated　by　centrifugation　of
samples　at　various　times　after　addition　of　i‘C　polyhematoporphyrin．　i‘C　counts　in　the　erythrocyte　pellet
were　determined．　The　experiments　were　organized　as　follows．　Erythrocytes　were　washed　and　resuspended
in　PBS　six　tirnes　and　the　final　erythrocyte　concentration　adjusted　to　2　×　108　cells／4　ml．　O．1　ml　of　4　×　10’5
M　i‘C　polyhematoporphyrin　was　added　to　3．9　ml　of　the　erythrocyte　syspension　at　t＝　O　to　yield　a　1　×　10－6
M　solution．　Samples　were　incubated　in　the　dark　for　various　times　between　O　and　240　minutes　after　which
aliquots　were　centrifuged　at　2500　rpm　for　3　minutes．　Following　removal　of　the　supernatant，　the　pellet　was
dissolved　in　4　ml　of　scintillation　cocktail　（Bio－Safe　II，　Research　Products　lnternational　Corp．，　Mount
Prospect，　IL）　and　i‘C　counts　determined　using　a　Packard　Tri－Carb　model　1600CA　liquid　scintillation
counter．　A　complementary　study　involving　the　rate　of　depletion　of　the　supernatant　14C　polyhematopor－
phyrin　was　carried　out　by　incubating　6　×　107　erythrocytes　with　1×　10－6　M　’‘C　polyhematoporphyrin　in
a　4　ml　sample　volume　for　various　times　up　to　360　minutes　and　centrifugally　separating　erythrocytes　from
the　supernatant，　after　which　1．0　ml　of　supernatant　was　counted．
　　Fluorescence　measurements　were　made　on　SPEX　Fluorolog　or　PTI　fluorimeters　equipped　with
thermostatted　stirred　sample　holders．　Absorbance　measurements　were　made　on　a　Varian　2300　UV－VIS
NIR　instrument　utilizing　sample　volumes　of　12．5　or　25．5　ml　and　path　lengths　of　5　or　10　cm．　Samples　were
thermostatted　250C　unless　otherwise　noted．
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　　Upon　addition　of　a　considerable　molar　excess　of　phospholipid　to　a　Photofrin　solution，　several　events
transpire．　First　an　immediate　increase　in　drug　fluorescence　is　accompanied　by　a　red－shift　from　612　nm
to　628　nm　in　the　drug　fluorescence　emission．　Second，　a　relatively　slow　further　increase　in　fluorescence
occurs　at　628　nm　with　a　half－time　of　about　20　minutes．　A　typical　experiment　designed　to　follow　the　slow
fluorescence　increase　was　organized　as　follows．　At　t＝　O，　210　pt　gm　unilamellar　DMPC　vesicles　were　added
to　3．3　×　10－7　M　Photofrin　in　3　ml　HEPES　buffer．　This　amount　of　phospholipid　is　100－fold　larger　than
the　amount　of　erythrocyte　phospholipid　involved　in　lysis　studies．　Fluorescence　emission　was　detected　at
450　nm　with　excitation　at　392　nm．
Irradiation　of　samples：
　　Irradiated　samples　were　exposed　to　630　nm　light　from　an　argon　ion　laser－dye　laser　combination　（lnova
－70　and　CR－599，　Coherent，　Mountainview，　CA）．　A　400　pt　m　quartz　fiberoptic　cable　was　interfaced　with
the　output　of　the　dye　laser　and　fitted　with　an　exit　microlens　to　uniformly　illuminate　a　circular　area　of　1
cm2．　Thermal　effects　were　negligible　at　all　light　fluence　levels　employed．　Both　treated　and　control　samples
were　centrifuged，　after　photoirradiation，　at　1500　rpm　for　5　minutes．　Three　ml　of　each　supernatant　were
transferred　to　cuvettes　for　hemoglobin　absorbance　determination　at　414　nm．　Supernatants　from　irradiat－
ed　samples　were　measured　against　the　corresponding　supernatant　of　samples　kept　in　the　dark　to　subtract
background　hemoglobin　and　porphyrin　absorbance．　Absorbance　readings　were　converted　to　910　lysis
values　by　comparison　with　control　samples　which　were　hemolyzed　osmotically　by　the　addition　of　water．
Studies　of　the　increase　in　erythrocyte　％o　lysis　as　a　function　of　time　after　addition
of　photosensitizer　：
　　A　typical　experiment　was　organized　as　follows．　At　t＝O　Photofrin　was　diluted　from　stock　solutions　in
the　10一‘　M　range　into　an　erythrocyte　suspension　in　PBS　（1．5　×　107　erythrocytes／ml）　to　a　final　concentra－
tions　of　5×10－6　M．　This　concentration　has　previously　been　determined　to　yield　5090　lysis　in　approxi－
mately　15　minutes　at　light　fluences　similar　to　those　utilized　here．　The　photosensitizer：erythrocyte
suspension　was　incubated　at　25eC　in　the　dark．　As　a　function　of　incubation　time，　aliquots　of　this
suspension　were　irradiated　at　4．5　J／cm2　at　630　nm　and　percent　lysis　determined．　Such　measurements
determine　the　extent　of　membrane　damage　at　a　fixed　time　after　light　exposure．　Alternatively，　the
time－to－50％一lysis（t50）after　illumination　was　determined　for　a　series　of　preillumination　incubation　times．
The　latter　studies　were　carried　out　utilizing　6×107　erythrocytes／4　ml　and　5×10－7　M　Photofrin．
Following　incubations，　the　samples　were　exposed　to　5　J／cm2　light　at　630　nm　and　as　a　function　of　time
after　illumination　90　lysis　determined．　tso　Values　were　determined　utilizing　Gaussian　sigmoidal　fits　to　the
data　points．　tso　Values　were　converted　to　observed　rate　constants，　k，b，＝O．693／tso．　Fits　of　the　tso　vs．
incubation　time　data　to　single　exponential　increases　yielded　k，b，　values　identical　to　those　obtained　using
％lysis　at　fixed　time　a丘er皿umination　vs・incubation　time・
Removal　of　Photosensitizer　from　the　Erythrocyte　Membrane：
　　DMPC　was　used　to　remove　Photofrin　from　the　erythrocyte　membrane，　since　unilamellar　DMPC
vesicles　do　not　sediment　in　the　low　centrifugal　fields　which　were　used　to　pellet　erythrocytes．　Such
experiments　were　organized　as観ows．　At　t＝0，0．l　ml　of　a　2×10－4　M　stock　of　porphyrin　was　added　to
the　washed　erythrocyte　suspension　to　yield　a　final　porphyrin　concentration　of　5　×　10’6　M．　At　t＝120　min．
O．3　mg　of　unilamellar　DMPC，　prepared　by　extrusion，　was　added　（t’＝O）　to　the　4　ml　sample．　At　various
times　after　t’＝O　aliquots　were　irradiated　at　a　fluence　of　4．5　J／cm2　and　910　lysis　determined．　Separate
controls　involved　either　no　additon　of　DMPC　or　the　absence　of　porphyrin．　Samples　not　treated　with
Photofrin　showed　no　increase　above　background　lysis　（approx．　2．590）．　Addition　of　DMPC　to　drug－free
controls　at　64一，　100一，　and　1000－fold　molar　excess　（compared　to　rbc　lipid）　DMPC　resulted　in　no
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increase　above　background　lysis　with　or　without　exposure　to　4．5　J／cm2　630　nm　light．　Addition　of　DMPC
prior　to　additon　of　Photofrin　results　in　a　maximum　of　5．790　lysis　which　is　achieved　only　at　times　of　60
min．　and　longer　after　addition　of　Photofrin．　Addition　of　Photofrin　to　erythrocytes，　but　not　followed　by
irradiation　resulted　in　background　lysis　levels．　Addition　of　a　100－fold　excess　of　DMPC　（moles　of　DMPC　：
moles　erythrocyte　lipid）　to　washed　rbc　followed　by　a　2　hour　incubation，　after　which　the　cells　were
centrifugally　washed　3　times，　resulted　in　no　increase　in　the　level　of　background　lysis　and　had　no　effect
on　the　90　lysis　vs．　time　progress　curve　after　subsequent　addition　of　Photofrin　compared　to　erythrocytes
which　had　never　been　exposed　to　DMPC．
　　Studies　involving　monitoring　the　rate　of　removal　of　i‘C　polyhematoporphyrin　from　erythrocytes　were
organized　as　follows．　Five　time　washed　erythrocytes　in　PBS　were　adjusted　to　1．5　×107／ml．　O．1　ml　of　a　4×
10－5　M　i‘C　polyhematoporphyrin　solution　in　PBS　was　added　to　3．9　ml　of　the　erythrocyte　suspension　to
yield　a　final　porphyrin　concentration　of　1　×　10－6　M．　The　porphyrin：erythrocyte　suspension　was　incubat－
ed　for　two　hours　in　the　dark．　At　t　＝O，　O．1　mg　of　DMPC　was　added　（a　62－fold　excess　based　on　erythrocyte
lipid）　and　as　a　function　of　time，　aliquots　were　removed　and　centrifuged．　i‘C　counts　remaining　in　the
DMPC　supernatant　were　determined　by　liquid　scintruation　counting．
Readdition　of　Photofrin　after　DMPC　removal　of　erythrocyte－bound　Photofrin：
　　Studies　designed　to　evaluate　the　effect　of　readdition　of　Photofrin　following　DMPC　addition　and
removal　were　organized　as　follows．　At　t＝O，　Photofrin　（5×10－6　M）　was　added　to　an　erythrocyte
suspension　（1．5×107　erythrocytes／ml）　in　a　total　of　4　ml　and　incubated　for　120　minutes，　after　which
DMPC　was　added　（t’＝　O）　to　yield　a　100－fold　V．　excess．　After　incubation　with　DMPC　for　two　hours　the
samples　were　centrifuged　at　1500　rpm　for　5　minutes．　The　erythrocyte　pellet　was　washed　twice　more　with
PBS．　Following　resuspension　of　the　washed　erythrocytes　in　PBS，　Photofrin　was　added　again　（t”＝O）　to
yield　5×10－6　M　and　90　lysis　of　aliquots　determined　10　minutes　following　exposure　to　4．5　J／cm2　630　nm
light．　910　Lysis　is　plotted　vs．　time　after　the　second　addition　of　Photofrin，　t”．
　　Interruption　of　the　slow　910　lysis　increase　which　follows　initial　exposure　of　erythrocytes　to　Photofrin，　by
addition　of　DMPC　and　washing，　leads，　upon　readdition　of　Photofrin，　to　an　abrupt　incrase　in　90　lysis
followed　by　a　slower　increase　in　910　lysis　to　100910．　The　magnitude　of　the　abrupt　increase　in　910　lysis　itself
increases　with　the　duration　of　the　initial　exposure　of　erythrocytes　to　Photofrin．　Studies　of　these　processes
were　organized　as　follows．　The　initial　erythrocyte　（6×107　erythrocytes／4　ml）　：Photofrin　（5×10’6　M）
mixture　was　exposed　briefly　（two　half－times　for　removal　of　Photofrin）　to　a　100－fold　excess　of　DMPC　at
t＝　O．5，　5，　15，　and　30　minutes　after　the　initial　addition　of　Photofrin，　the　erythrocytes　were　washed　5　times
in　PBS　to　remove　DMPC　and　unbound　Photofrin，　the　erythrocytes　resuspended　in　4　ml　PBS，　and
Photofrin　was　again　added　to　a　final　concentration　of　5×　10－6　M　at　t’　＝O．　At　t’＝O．17，　5，　10，　20，　40　and
63　minutes　after　this　second　addition　of　Photofrin，　aliquots　were　irradiated　at　4．5　J／cm2　and　90　lysis
determined　after　10　minutes．
Results
Dependence　of　erythrocyte　lysis　on　preillumination　incubation　time：
　　The　time－dependence　of　the　increase　in　Photofrin－dependent　lysis　of　erythrocytes　following　addition　of
Photofrin，　but　prior　to　exposure　to　light，　was　examined　（Fig．　1）．　The　increases　in　9（o　lysis　following
addition　of　Photofrin　to　an　erythrocyte　suspension　at　t＝O　were　fitted　as　single　exponential　increases．
Photofrin　freshly　prepared　from　lyophilized　Photofrin，　the　principal　form　utilized　in　these　studies，　exhibits
ak。bs　value　of　O．025　min．一1（r2＝0．99）．These　studies　were　designed　to　determine％lysis　at　a且xed　time，
（15　minutes）　following　irradiation，　and　hence　are　measures　of　the　extent　of　photodamage　at　fixed　time．
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It　is　infbrmative　to　carry　out　the　same　study　by　measuring　instead　the　time－to－50％一lysis　fblowing
irradiation．　Such　a　study　determines　the　time　to　a　defined　extent　of　photodamage．
　　Incubation　of　5×10一’　M　Photofrin　with　1．5×107　erythrocytes／ml　fbr　various　times　in　the　dark　befbre
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　exposure　to　5　J／cm21ight　at　630　nm　results　in　the
　　　，、。、。，，、。（，．，、　。MPc（，’一。），、。，。，，、。　a，，。，　wash、。g（，一。）ly・i・v・・tim・b・havi・・a丘・・皿uminati・n・h・wn　in
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．2A．　Although　on　the　relatively　short，5hours，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　time－scale　shown，　the　extent　of　lysis　appears　to　be
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　leveling　off　below　l　OO％lysis（OD414＝3．2），data
へ§75　　　　　　　　　　　a・qui・ed・t　l・ng・・tim・・indi・at・th・t・v・ntu・lly
　ゆ
’至50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100％lysis　is　apProached　by　al　curves・t50　Values
＿」
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　were　estimated　from　these　curves　as　the　time　to
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　reach　OD414＝1．6．　Corresponding　observed　rate
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　constants　（0．693／t50）　plotted　in　：Fig．2B．　The
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Figure　1　Dependence　of　erythrocyte　lysis　on：
　　　　（A）the　pre皿umination　Photofrin：eryth－
　　　rocyte　incubation　time　（1．5×107　eryth－
　　　rocytes／ml，　Photofrin　＝＝　5　×　10－6　M），　（B）　the
　　　time　after　addition　of　DMPC　（64－fold　excess
　　　of　DMPC　added　at　t’＝O　after　2　hours　of
　　　Photofrin：erythrocyte　incubation　in　the
　　　dark），　and　（C）　the　time　after　readdition　of
　　　Photofrin　（Photofrin：erythrocytes　were　in－
　　　cubated　for　2　hours　in　the　dark　followed　by
　　　addition　of　64－fold　excess　of　DMPC　and
　　　further　incubation　for　2　hours　after　which　the
　　　erythrocytes　were　washed　twice　with　PBS　and
　　　Photofrin　added　to　5×10－6　M　final　concen－
　　　tration　at　t”＝O）．
observed　rate　of　Photofrin　photosensitization
increases　with　preillumination　incubation　time，
These　results　are　well－fit　by　a　single　exponential
increase　with　k．b，＝O．03　min．一i．
Rate　of　Photofrin　binding　to　erythrocyte：
　　i‘C　polyhematoporphyrin　was　utilized　to　char－
acterize　the　observed　rate　constant　for　erythrocyte
binding．　After　addition　at　t＝O　of　’‘C　poly－
hematoporphyrin　to　a　final　concentration　of　1×
10－6　M　to　2×108　erythrocytes，　cells　were
centrifuged　at　various　times　and　the　i4C　counts
associated　with　the　erythrocyte　pellet　determined．
The　increase　in　pellet－associated　i4C　is　shown　in
Fig．　3．　The　single　exponential　fit　drawn　describes
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Figure　2　Dependence　of　erythrocyte　lysis　on　the　time　after　illumination　at　several　peril－
　　　　lumination　Photofrin：erythrocyte　incubation　times．　1．5×107　erythrocytes／ml，　Photo－
　　　　frin：5×　10”　M．
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Figure　4　Rate　of　’‘C－polyhematoporphyrin
　　　binding　to　erythrocytes．　Supernatant　was
　　　analyzed．　6　×　107　erythrocytes／4　ml，　1　×　10－6
　　　M　polyhematoporphyrin．
akobs　value　of　O．03　min．一1．
　　Depletion　of　supernatant　Photofrin　was　followed　as　a　function　of　the　’‘C　polyhematoporphyrin：
erythrocyte　incubation　time　（6　×　107　erythrocytes／4　ml，　1　×　10－6　M　polyhematoporphyrin）．　A　k，b，　value
of　O．Ol　min．一’　was　obtained　from　a　single　exponential　fit　to　the　data　（Fig．　4）．
Rate　of　Binding　of　Photofrin　to　Phospholipid　vesicles，　fluorescence　studies：
　　Addition　of　a　unilamellar　phosphatidylcholine　suspension　to　a　solution　of　Photofrin　results　in　a　rapid
red－shift　of　the　Photofrin　fluorescence　emission　maximum　from　618　nm　to　628　nm　followed　by　a
time－dependent　increase　in　fluorescence　at　628　nm．　The　rate　of　the　slow　fluorescence　in”c’　rease　which
foHows　addition　of　excess　DMPC　to　Photofrin　at　310C　was　well　fitted　by　a　signle　exponential　with　k．b，＝
o．04十〇．oos　min．一i．
Rate　of　binding　of　Egg－PC　unilamellar　vesicles　absorption　spectroscopy　studies：
　　Absorbance　difference　spectra　of　Photofrin　（4．5×10－7　M）　collected　as　a　function　of　added　DMPC
revealed　a　peak　at　408　nm　which　increases　upon　addition　of　DMPC　and　a　trough　at　357　nm　which
decreases　with　DMPC　addition．　Absorbance　spectroscopy　was　used　to　folllow　the　kinetics　of　the
interaction　of　Photofrin　with　unilamellar　phospholipid　vesicles　composed　of　Egg－PC．　ln　the　absence　of
Egg－PC，　freshly　prepared　4×　10－7　M　Photofrin　over　the　wavelength　range　270－480　nm　appeared　as　a
major　peak　centered　at　363　nm　and　a　shoulder　at　approximately　396　nm　（Fig．　5）．　The　observed
absorbance　envelope　was　resolved　by　deconvolution　into　3　main　Gaussian　absorption　bands　centered　at
（center　wavelength，％envelope　area）：343　nm（22％），360　nm（15％），and　388　nm（61％）．Immediate－
ly　upon　addition　of　Egg－PC　vesicles　the　360　and　388　nm　bands　were　observed　to　red－shift　to　362　nm
（22910）　and　397　nm　（57910），　respectively．　The　343　nm　（20910）　band　center　did　not　move．　With　time　after
phospholipid　addition，　the　397　nm　band　intensity　increased　（to　6290）　while　the　343　nm　band　decreased
（to　1590）．　Concomitantly，　the　362　nm　band　decreased　to　1990．
　　The　rate　of　Photofrin　binding　following　addition　of　phospholipid　was　followed　at　400　nm　under
conditions　where　approximately　8090　of　Photofrin　would　be　bound　at　equilibrium．　k．b，　under　these
conditions　was　O．13　min．一i　（Fig．　5D）．
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Figure　5　Absorption　spectral　behavior　of　Photofrin　in　the　absence　and　presence　of　added　Egg－PC
　　　unilamellar　vesicles．　（A）　Freshly　prepared　Photofrin，　4×10－7　M　in　12　ml　of　HEPES　buffer，　（B）
　　　Photofrin　（5×10－7　M）　十Egg－PC　（O．883　mg）　immediately　after　mixing，　final　volume，　12．5　ml　（C）
　　　Photofrin十Egg－PC　15　minutes　after　mixing，　（D）　time－dependence　of　the　increase　in　Photofrin　absor－
　　　bance　at　400　nm　following　addition　of　Egg－PC　unilamellar　vesicles．
70
Rate　of　removal　of　Photofrin　from　the　membrane　using　DMPC：
　　In　the　presence　of　a　substantial　excess　of　unilamellar　phospholipid　vesicles，　it　is　possible　to　determine
the　rate　of　removal　of　Photofrin　from　erythrocytes　previously　equilibrated　with　Photofrin．　Addition　of
excess　DMPC　results　in　a　rapid　decrease　in　erythrocyte　lysis　（Fig．　1），k．b，　：O．2　±　O．15　min．”．　Fig．　6　shows
the　incrase　in　i‘C　polyhematoporphyrin　counts　in　the　DMPC－containing　supernatant　as　a　function　of
time　of　incubation　with　DMPC．　The　single　exponential　fit　described　a　k．b，　value　of　O．16　min．’i．
Comparison　of　Figs．　3，　4　and　Fig．　6　suggests　that　the　amount　of　Photofrin　removed　is　comparable　to　that
bound　under　similar　conditions．
The　effect　of　Photofrin　readdition：evidence　for　the　existence　of　two　types　of　membrane－bound
Photofrin　species　distinguishable　on　the　basis　of　exchange　rate
　　Erythrocytes，　which　have　equilibrated　with　Photofrin　for　two　hours，　were　exposed　to　DMPC　for
another　two　hours　（10　half－times　for　Photofrin　removal　from　the　erythrocyte　membrane　（Figs．　1　and　6）
is　43　minutes）　followed　by　washing　were　finally　retreated　with　Photofrin．　ln　contrast　to　the　result　of　the
initial　Photofrin　addition，　the　90　lysis　following　Photofrin　readdition　immediately　reached　100970　lysis　（the
frrst　aliquot　after　readdition　was　centrifuged　in　less　than　one　minute）．　Studies　employing　100一　and　1000
－fold　excess　DMPC　yielded　identical　results．　lncubation　of　erythrocytes　with　DMPC　for　two　hours　in　the
absence　of　Photofrin　followed　by　washing　and　addition　of　Photofrin　to　5×10－6　M　resulted　in　a　slow
（7）
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Figure　6　Rate　of　removal　of　i‘C－poly－
　　　　hematoporphyrin　from　erythrocytes　follow－
　　　　ing　addition　of　DMPC　unilamellar　vesicles．
　　　　6×10’　erythrocytes／4　ml，　1×10－6　M　poly－
　　　　hematoporphyrin．
time－dependent　increase　in　90　lysis　indistinguishable　from　that　observed　using　erythrocytes　which　had
never　been　exposed　to　DMPC．　Repeated，　prolonged　treatment　of　Photofrin－equilibrated　erythrocytes
with　DMPC　resulted　in　erythrocytes　which　again　showed　the　slow　increase　in　910　lysis　on　Photofrin
readdition．　This　behavior　suggested　that　some　membrane－associated　Photofrin　molecules　do　not
exchange　with　the　DMPC　phase　as　readily　as　others．
　　Addition　of　DMPC　at　various　times　during　the　Photofrin－induced　initial　slow　increase　in％lysis
followed　by　washing　to　remove　lipid，　lipid－associated　Photofrin，　and　unbound　Photofrin　and　finally
readdition　of　Photofrin，　provided　insight　into　the　rate　of　development　of　the　slowly　dissociable　form　of
erythrocyte－bound　Photofrin．　The　magnitude　ofthe　initial　rapid　jump　in　910　lysis　was　used　as　an　indicator
of　the　amount　of　slowly　exchanging　Photofrin　present．　lf　all　membrane－bound　Photofrin　were　readily
dissociable，　readdition　of　Photofrin　to　lipid－treated　and　washed　erythrocytes　would　result　in　the　same　slow
％ly・i・aft・・th・・ec・nd・dditi・n・f　Ph・t・f・in・・w…b・e・v・d観・wi・g　th・丘・・t・dditi・n・f　Ph・t・f・i・
（Fig．　1）．　As　the　time　after　initial　Photofrin　addition　and　treatment　with　DMPC　increased，　the　magnitude
of　the　initial　910　lysis　jump　incrased　（Fig．　7A）．　From　the　change　in　910　lysis　observed　immediately　（within
O．17　min．）　after　readdition　of　Photofrin　vs．　time　of　initial　exposure　of　the　erythrocytes　to　Photofrin，　it　is
possible　to　estimate　the　rate　of　accumulation　of　the　slowly　dissociable　Photofrin　species，　k．b，＝O．1±O．02
min．一i　（Fig．　7　B）．　At　t＝　O，　the　magnitude　of　the　abrupt　jump　was　calculated　from　the　fit　to　be　essentially
zero　（O．7±2910）　lysis．　The　magnitude　of　the　abrupt　jump　reached　an　equilibrium　value　of　52910　1ysis．　A
slower　incrase　in　910　lysis　to　100910　followed　the　abrupt　jump　in　910　lysis　（Fig．　7A）．This　slower　increase
in％ly・i・w・・ch・・act・・ized　by　k。b、＝0．1±0・03　mi・・一1・Th・maximum％ly・i・ca1・Ul・t・d　b・・ed・n％
lysis　values　below　10090　was　112±1290・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Discussion
　　We　have　carried　out　preliminary　characterization　of　the　rates　of　several　processes　involved　in
Photofrin：erythrocyte　interaction　and　in　Photofrin－sensitized　erythrocyte　photolysis．　ln　general，　the
results　suggest　that　Photofdn－sensitized　erythrocyte　lysis　is　a　complex，　multi－pathway　process，　involving
two　or　more　kinetically　distinguishable　stages．　The　relevant　observations　are　briefly　summarized　and
discussed　below　prior　to　associating　the　results　with　a　model．
F・・agi・・n　light　d・・e，　th・・b・e・v・d・・yth…yt・％ly・i・at・且・・d　tim・aft・・皿umin・ti・n・・th・tim・
to　reach　5090　lysis　increases　or　shortens，　respectively，　with　the　erythrocyte：Photofrin　incubation　time
prior　to　Mumination．　The　rate　of　this　light－independent　process　was　determined　by　fitting　（i70　lysis　or　tso
vs．　pre皿umination　incubation　time　data　to　a　single　exponential．　Both　fits　yielded　kobs　values　in　the　O．03
（8）
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Figure　7　Effect　of　addition　of　DMPC　during　the　slow　Photofrin－induced　910　lysis　increase．　（A）　At　t＝O
　　　　Photofrin　was　added　to　1．6　×　10’　erythrocytes／ml　to　yield　a　final　concentration　of　5　×　10－6　M．　At　t＝　O．5，
　　　　5，　15，　and　30　min．　DMPC　was　added　to　a　final　concentration　of　7．2×10－3　M　（Le．．　100－fold　excess
　　　relative　to　erythrocyte　lipid）．　After　9　minutes，　the　erythrocytes　were　washed　five　times　with　PBS，　the
　　　volume　adjusted　to　4　ml，　and　Photofrin　readded　（t’　＝　O）　to　5　×　10’6　M　final　concentration．　Aliquots　were
　　　irradiated　immediately　（at　t’　＝10　seconds）　and　910　lysis　determined　at　t’　＝　10　minutes．　This　characterizes
　　　the　immediate　jump　in　90　lysis．　Aliquots　were　also　irradiated　at　t’＝5，　10，　20，　40，　and　63　minutes　and
　　　　910　lysis　determined．　（B）　Nonlinear　least　squares　fit　of　y＝A　（1－exp　（一kt））十〇ffset　to　the　dependence
　　　of　the　magnitude　of　the　immediate　9ro　lysis　jump　which　occurs　upon　readdition　of　Photofrin　on　the　time
　　　of　addition　of　DMPC　during　the　initial　exposure　to　Photofrin．　The　curve　drawn　corresponds　to　k，b，＝
　　　O．1±O．02　min；’，　A　＝51±3，　Offset＝＝O．7十2．5．
min．一i　range．
　　Direct　Photofrin　binding　studies，　utilizing　i‘C　polyhematoporphyrin，　demonstrate　that　actual　mass
transfer　of　Photofrin　from　buffer　to　the　erythrocyte　membrane　phase　is　characterized　by　k．b，＝O．03
min．一i　（following　accumulation　of　Photofrin　the　erythrocyte　pellet）　or　O．Ol　min．一i　（following　depletion
of　Photofrin　in　the　supernatant）．　Similarly，　two　spectroscopic　probes　of　Photofrin　：　phospholipid　binding，
fluorescence　and　absorbance　spectroscopy　yield　binding　rates　of　O．04　min．一i　and　O．1　min．一i，　respectively
（although　the　latter　study　was　carried　out　under　conditions　where　equilibrium　was　approached，　i．e，
where　a　large　excess　of　phospholipid　was　not　used）．
　　The　rate　of　removal　of　Photofrin　from　the　erythrocyte　membrane　was　determined　following　addition
of　a　considerable　excess　of　unilamellar　DMPC　vesicles　to　Photofrin－equilibrated　erythrocytes．　The　loss
of　14C　polyhematoporphyrin　from　the　erythrocyte　membrane　is　characterized　by　kobs＝0．16　min．一1　The
decrease　in　Photofrin－sensitized　erythrocyte　lysis　folowing　addition　of　DMPC　yields　k，b，．＝O．2±O．15
min．一i．　The　close　agreement　of　independent　measures　of　the　rates　of　these　processes　help　verify　that　these
measurements　reflect　the　behavior　of　the　majority　of　the　Photofrin　molecules　in　the　samples．
　　Fluorescence　and　absorbance　spectroscopic　studies　of　the　interaction　of　Photofrin　with　phospholipids
are　complementary　since　fluorescence　“sees”　essentially　only　Photofrin　monomers　while　absorbance
“sees”　a　wider　range　of　species．　We　interpret　the　biphasic　fluorescence　kinetic　behavior　of　Photofrin　to
involve　rapid　phospholipid　binding　（emission　A．．．　＝　628　nm）　by　aqueous　Photofrin　monomers　（emission
A．．．　＝618　nm）　followed　by　dissociation　of　aqueous　Photofrin　monomers　from　aqueous　Photofrin　dimers
and　higher　aggregates5）．　Photofrin　monomers　thus　formed　rapidly　interact　with　the　phospholipid　phase．
Absorption　spectroscopy　revealed　a　substantial　red－shift　of　a　band　from　388　nm　to　397　nm　which　is
probably　associated　with　the　same　aqueous　一〉　membrane　environment　change　reported　by　fluorescence．
In　contrast，　the　position　of　the　absorption　band　at　343　nm　was　insensitive　to　the　presence　of　phospholipid
（9）
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and　decreased　in　parailel　with　the　increase　in　intensity　at　397　nm．　As　a　result，　we　tentatively　attribute
this　band　to　aqueous　phase　Photofrin　aggregate　structures．　The　band　at　362　nm　may　represent　steady
state　levels　of　Photofrin　noncovalent　dimers．　The　red－shift　of　both　the　fluorescence　at　618　nm　and　the
absorbance　band　at　388　nm　upon　addition　of　phospholipid　suggests　that　the　spectroscopic　changes　are
due　to　changes　in　the　equilibrium　Photofrin　ground　state　solvent／membrane　interactions．
　　Development　of　conceptual　models　which　encompass　the　complex　set　of　observations　made　here　can
be　approached　byi　distinguishing　between　the　Photofrin　binding　process　itself　and　subsequent　Photofrin－
mediated　lytic　processes．
　　（A）　BINDING：i‘C　polyhematoporphyrin　binding　studies　indicated　that　the　binding　of　Photofrin　is
relatively　slow　（k．b，　＝O．03　min．一i）．　This　rules　out　models　involving　rapid　binding　of　Photofrin　or
Photofrin　aggregates　followed　by　slow　isomerization　or　dissociation　in　the　membrane　phase．　Optical
spectroscopy　utilizing　membrane　model　systems　is　consistent　with　rapid　membrane　binding　by　Photofrin
monomer　species　followed　by　slow　disappearance　of　aqueous　aggregate　as　monomers　dissociate　and　bind
to　the　membrane　phase　（Scheme　1）．
　　（B）　LYSIS：Two　sets　of　observations　suggest　that　the　erythrocyte　lysis　process　is　not　simply　a
re且ection　of　the　amount　of　Phot面in　bound：
　　（1）　The　time　dependence　of　Photofrin－sensitized　photolysis　of　rbc　was　dependent　on　the　time　of
exposure　of　the　erythrocyte　to　Photofrin　prior　to皿umination（Fig．2A）．While　all　runs　eventually　reached
lOO％lysis，　runs　initiated　by皿umination　after　short　exposures（＜2hours）of　erythrocytes　to　Photofrin
reached　a　clear　lysis　plateau　before　continuing　slowly　to　100910　lysis．　The　OD4i4　at　leveling　off　is　plotted
vs．　preillumination　incubation　time　in　Fig．　8．　The　curve　plotted　was　a　single　exponential　fit，　k．b，＝O．06
min．一i　（r2＝O．97）．　However，　systematic　deviations　in　the　fit　were　observed　suggesting　that　a　second
kinetic　process　was　involved　at　longer　incubation　times　prior　to皿umination．　Fits　ut丑izing　incubation
times　only　up　to　60　minutes　yielded　k．b，　values　of　O．09　min．一’　（r2＝　O．998）．　These　observations　suggest
that　at　least　several　types　of　erythrocyte　lysis　process　are　involved；one　which　leads　inexorably　to　lysis
even　at　low　damage　levels　although　at　long　postMumination　times，　and　another　which　leads　more　rapidly
to　lysis　（2　hour　time　scale）．
　　（2）　Readdition　of　Photofrin　to　erythrocytes，　after　removal　of　previously　equilibrated　Photofrin　by
DMPC，　results　in　a　rapid　increase　in　90　lysis，　suggesting　that　a　slower　exchanging　membrane－associated
SCHEME　1
Aqueous　phase
　　　　　　　　　　　　　　O．03
□］］コ2□ Kp0．2
Membrane　phase
　　　　　　O．1　KaD＝O　2t　DC）
（a）　slow　（b）　fast　（c）
Scheme　1　Model　involving　dissociation　of　Photofrin　monomeric　covalent　dimer
　　　　from　aqueous　phase　Photofrin　aggregate　structure，　panitioning　between
　　　　aqueous　and　membrane　phases，　Kp，　and　structural　isomerization　or　distribu－
　　　　tion　into　distinct　membrane　environments，　（a）　and　（b），　and　association　or
　　　　approximation　of　membrane　Photofrin　species　to　form　complex　（c）．　Observed
　　　　rate　constants　are　associated　with　appropriate　arrows．
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Figure　8　Dependence　of　90　lysis　plateau　level
　　　on　the　Photofrin：erythrocyte　incubation
　　　time　prior　to　illumination　（data　from　Figure
　　　2A）．　A　single　exponential　fit　is　drawn，　kobs　＝
　　　O．06　min．一i　（r2＝O．97）．
lncubation　time　before　illumination　｛min）
pool　of　Photofrin　exists　which　in　the　presence　of　the　faster　exchanging　Photofrin　pools　lead　to　optimally
efficient　photolysis．　The　rate　of　development　of　the　slowly　exchanging　Photofrin　pool　is　characterized　by
k，b，　＝O．1　min．一’．　The　i‘C　polyhematoporphyrin　mass　balance　for　binding　and　removal　suggest　that　the
slowly　exchanging　pool　constitutes　a　relatively　small　percent　of　the　total　membrane－bound　Photofrin．
Thus，　a　model　is　suggested　in　which　two　membrane－associated　fbrms　of　Photofrin　exist．　It　is　necessary
to　speculate　that　membrane　Photofrin　species　（a）　and　（b）　（Scheme　1），which　differ　either　in　conforma－
tion　or　in　location，　lead　to　lysis　in　quite　different　ways．　We　suggest　that　excitation　of　species　（a）　and
perhaps　species　（b）　leads　to　lysis　behavior　which　involves　the　plateau　behavior　observed　in　Fig．　2A．
Photofrin　form　（c），which　may　involve　direct　complexation　or　close　approximation　of　forms　（a）　and　（b），
leads　to　100910　lysis　at　virtually　all　levels　of　damage．　The　transition　between　“leveling　ofP’　and　“100910
1ysis”　behavior　occurs　when　the　Photofrin　C．　approaches　K．　and　significant　complex　（c）　appears．　Our
Photofrin　removal　studies　indicated　that　the　Photofrin　form　（a）　was　readily　removed　from　the　membrane
phase　and　by　inference　that　complex　（c）　readily　dissociates．　However，　our　readdition　studies　indicated
that　Photofrin　form　（b）　only　slowly　reverted　to　form　（a）．　Thus，　treatment　of　Photofrin－equilibrated
erythrocytes　with　DMPC　depletes　forms　（a）　and　（c），　leaving　form　（b）　which　rapidly　associates　with
readded　form　（a）　to　form　（c）．　As　a　result，　efficient　lysis　occurs－without　the　time－dependence　observed
for　erythrocytes　which　do　not　contain　preformed　（b）．　（Scheme　1．）
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光化学反応による赤血球崩壊過程における
　　　　Photofrin動態についての検討
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　光化学反応を用いた光線力学的治療は，今日では表在性の悪性腫瘍に対する治療法として確立している．
しかし光感受性物質の生体内での動態には不明の点も多い．光感受性物質であるフォトフィリンの赤血球に
対する結合能と，その後の光線力学的反応による溶血について観察した．フォトフィリン感作赤血球の光化
学反応後の溶血量の変化は，光照射前にフォトフィリンに反応させる時間量と相関した．反応時間の長さに
よる溶血量の変化から実験的に導き出された分配係数は，k。b，＝0．03min．一1であった．14Cフォトフィリンを用
いた赤血球との分配係数は0．Ol～0．03min．一1であった．モデル生体膜であるEgg－PC単層胞に対するフォトフ
ィリンの分配係数は0．04min．一1であった．一・方フォトフィリンの赤血球膜からの解離定数は0．2min．一1であっ
た．フォトフィリンを結合させた赤血球に，Egg－PC単層胞を多量に投与し，十分に反応させた後，遠心分離
により赤血球を洗浄した．この赤血球に光照射したところ，溶血は見られなかったが，再度フォトフィリン
を投与して光照射すると，フォトフィリン初回投与群に比べ，明らかに短い時間で溶血が起こった．以上よ
り，赤血球膜に結合したフォトフィリンのうち，膜上から容易に離れない膜親和性のあるフォトフィリンり
存在が示唆された．赤血球膜上でのこれらの2つのフォトフィリン動態が，光化学反応による溶血に関与す
ると考えられた．
キーワード：赤血球，光分解，ホスファチジルコリン，分配．
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